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FORMUT.E DE VACCIN POLYNUCLEOT ID ZQUE FELIN 

La presence invention a craic a une formule de vaccin 
permaccar.c la vaccination des chats contre un certain nombre de 
pathologies. Elle a egalement craic a une mechode de 
vaccination correspondance . 

On a deja propose par le passe des associations de vaccins 
concre certains virus canins . 

Les associations developpees jusqu'a present ecaienc 
realisees a partir de vaccins inactives ou de vaccins vivancs 
ec eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
oeuvre pose des problemes de compacibilice entre valences ec de 
scabilite. II faut en effec assurer a la fois la compacibilice 
entre les dif ferentes valences de vaccin. que ce soic au plan 
des differencs antigenes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans le cas ou l'on combine a la fo'is 
des vaccins inactives ec des vaccins vivantts . II se pose 
egalement le probleme de la conservation de eels vaccins 
combines ec de leur innocuite notammenc en presence d' adjuvant. 
Ces vaccins sonc en general assez coQceux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, wo-A- 
94 21797 ec wo-A-95 20SS0 ont fait usage de la cechnique 
recemmenc developpee des vaccins polynucleotidiques. On salt 
que ces vaccins utilisene un plasmide apte a exprimer dans les 
cellules de 1'hote l'aneigene insere dans le plasmide. Touces 
les voies d' administration ont ace proposees (intraperitoneal, 
intraveineusa, intramusculaire. transcutanee, intradermique, 
mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent 
egalement etre utilises, tels qua ADN depose a la surface de 
particules d'or et projete da facon a penetrer dans la peau de 
l'animal (Tang et al, . Nature 3S6, 152-154. 1992) ec les 
injecceurs par jet liquide pennectant de trans fecter a la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les cissus 
mammaires (Furthetal., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 
1992) . 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent. utiliser aussi bien 
des ADN nus que des ADN formulas par exemple au sein de 
liposomes ou de lipides cationiques. 

L ' invention se propose done de foufnir une formule de 
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vaccin multivalent permettant d' assurer una vaccination contre 
un certain nombre de virus pathogenes canins . 

Un autre objectif de 1' invention esc de fournir une telle 
formula de vaccin associanc differentes valences tout en 
presentant cous les criteres requis de compatibility et de 
stabilite des valences entre elles. 

an autre objectif de 1' invention est de fournir une telle 
formule de vaccin permettant d'associer differentes valences 
dans un meme vehicule. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir un eel 
vaccin qui soit de mise en oeuvre aisee et peu couteuse. 

Un autre objectif, encore de 1' invention est de fournir 
une methode de vaccination des chats qui permetta d'obtenir une 
protection, y compris une protection multivalente, avec un 
15 niveau eleve d' ef f icacite ec de longue duree," et avec une bonne 
innocuite 1 . 

La presence invention a done pour objet une formule de 
vaccin destine au chat comprenant au moins trois valences de 
vaccin polvnucleotidique comprenant chacune un plasmide 

20 integrant, de maniere a 1 ' exprimer in vivo dans les cellules 
hdtes, un gene d'une valence de pathogene felin, ces valences 
etant choisies parmi le groupe consistant en virus de la 
leucemie feline (FeLV) , virus de la panleucopenie (FPV) , virus 
de la peritonite infectieuse (FIPV) , virus du coryza (FHV) , 

25 virus de la calicivirose (FCV), virus de 1 ' immunodef icience 
feline (FIV) ec eventual lenient virus de la rage ( rhabdo virus ) , 
les plasxnides comprenant, pour chaque valence, un ou plusieurs 
des genes choisis parmi la groupe consistant en env et gag/pol 
pour la leucemie feline, VP2 pour la panleucopenie, S modifie 

30 (ou S*> et M pour la peritonite infectieuse, gB et gD pour le 
coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour 
1 ' immunodef icience feline et G pour la rage. 

Par valence, dans la presente invention, on entend au 
moins un ancigene assuranc une protection contre le virus du 

3 5 pathogene considere, la valence pouvant contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs genes naturals ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathogene consider*. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulement le 
gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
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c^-rences. y compris fragment., conservanc U caoacic^ a 
Ln-u«. un. rsponse proc.ccric. La nocion de gene recouvre Us 
sequences nucieocidiques equivalences a e .U„ decrices 
Pr-»..m. RS dans Us exemples. c'esc-a-dire l es sequence, 
di::4r ' aC * 8 maiS COdanc P ouff I* mSme proceine. su. recouvre 
auss, les sequences nucieocidiques d'aucres souches du 
pachogene consider*, assuranc une. proceccion croisee ou une 
protection specifique de souche ou de groupe de souche. Ell- 
recouvre encore les sequences nucieocidiques qui one e J 
modiriees pour faciliter 1 < expression in vivo par 1'animal ho J 
mais codanc pour La meme proceine. 

De preference, la formula de vaccin selon 1 ' invencian 

comprend les valences panleucopenie, coryza ec calicivirose 
On pourra a j outer lea valences leucemie feline 

immunodeficience feline ee/ou perieonice inf eccieuse.- 

En ce qui conceme la. valence coryza, on prefera meters en 

oeuvre les deux genes codanc pour gB ec go. dans des plasmides 

dirfsrencs ou dans un seul ec meme plasmide. ou uciliser l'un 

ou l'aucrs de ces genes. 

Pour la valence leucemie feline, on ucilise de preference 

les deux genes env ec gag/pol incegres dans deux plasmides 

differencs ou dans un seul ec meme plasraida ou le gena a-. 

seul . 

Pour la valence immunodef icience feline, on preferera 
uciliser les deux genes env ec gag/pro dans des plasmides 
differencs ou dans un seul ec meme plasraida, ou un saul de ces 
genes. De preference encore, on ucilise le gene env de FeLV-A 
ou les genes env de FeLV-A ec FeLV-B . 

Pour la valence periconice infeccieuse, on prefere 
uciliser 1' ensemble des deux genes M ec S modifie dans daux 
plasmides differencs ou dans un seul ec meme plasmide, ou 1'un 
ou 1 -autre de ces genes, s sera modifie pour rendre inaccifs 
les epitopes facilicancs majeure, de preference salon 
1 ' enseigneraene de la demande PCT/FR95/01128 . 

La formula de vaccin selon l'invencion pourra se presencer 
sous un volume de dose compris encre 0,1 ec 3 ml ec en 
parciculier encre 0.5 ec 1 ml. 

La dose sera generaiemenc comprise encre .10 ng ec 1 eng. de 
preference encre 100 ng ec 500 ug ec plus pref erenciellamenc 
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encore encre I ug ec 2S0 ug par cype de plasmide. 

On ucil iMr . de preference des plasmides nus, simplerr.enc 
Places dans le vehicule de vaccinacion qui ser a en general de 
1-eau pnysiologique (NaCl 0.9 %) . de 1'eau ulcrapure. du campon 
Tc. ecc. On peuc bien encendu ueiliser Couces Les £ormes de 
vaccin polynucleoeidique decrices dans l'are ancerieur 

Chaque plasmide comprend un promoceur apce a assurer 
1- expression du gene insere sous sa dependance dans les 
cellules haces. II s'agira en general d'un promoceur eucaryoce 
£ort ec en parciculier d'un promoceur precoce du 
cyeomegalovirus CMV-ie. d' origins humaine ou murine, ou encore 
evencuellemenc d'une aucre origine celle que rac. cochon. 
cobaye. 

De maniere plus generale, la promoceur pourra ecre soic 
d' origins virale, soic d' origine callulaire. comme promoceur 
viral, on peut cicer le promoceur, precoce ou cardif du virus 
SV40 ou le promoceur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peuc 
aussi s'agir d'un promoceur du virus done provienc le gene." par 
exemple le promoceur propre au gene. 

Comme promoceur cellulaire, on peut cicer le promo ceu- 
d'un gene du cytosqueleeee, eel que par exemple le promoce-. 
la desmine (Bolmone ec al.. Journal of Submicroscopic Cytology 
and Pachology. 1990, 22. 117-122 ; ec ZHENLIN ec al., Gene. 
1989, 78, 243-2S4), ou encore le promoceur de l'accine. 

Lorsque plusieurs genes sonc presenes dans le meme 
Plasmide, ceuxi-ci peuvenc ecre presences dans la meme unite de 
cranscripcion ou dans deux unices differences. 

La comb.inaison des differences valences du vaccin selon 
1' invention peuc ecre effeceuee, de preference, par melange de 
plasmides polynucleotidiques exprimanc le ou les antigene(s) de 
chaque valence . mais on peuc egalemene prevoir de fairs 
exprimer des ancigenes de plusieurs valences par un meme 
plasmide. 

L* invention a encore pour objec des formules de vaccin 
monovalenc comprenanc un ou plusieurs plasmides codanc pour un 
ou plusieurs ge >s de L'un des virus ci-dessus. les genes ecanc 
ceux decries plus hauc. En dehors de leur caraccere monovalenc. 
ces formules peuvenc reprendre les caracceri.sciques enoncees 
Plus hauc en ce qui concerne le choix des genes', leurs 
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co.T-binaisons , La cooioosi^on 

dose. Us doses. Prides. Us volumes de 

-....o«s (i) pour la preparation d'une f 8nilli da ' 

concre la pachologie propre. associ , es 4 un vacc 

autre type < encxer vivanc ou inacciv ,, r . C0BbiMnc> ..^^ 

concr. un. mr. pachologie ou (iv , comme rappel d'un vacc ^ 
comme decric ci-apr£s. ^ 

La presence invention a en effec encore pour objet 
1 ucxlisac.on d'un ou de plusieurs plasmides selon 1" invention 
pour la fabrication d'un vaccin destine a vacciner les cha" 
pr.mo-vaccines au mcyen d'un premier vaccin classique 
(monovalent ou mulci-valent) du cype da ceux de vTrc 
aneerieur. choisi nocamment dans le groupe consistanc en Vaccin 
eatier vivanc, vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite 
vaccin recombinant, ca premier vaccin presentanc (c ■ esc-a-dire 
concenant ou pouvant exprimer) la ou les antigene(s) code(s) 
par le ou les plasmides ou ancigena(s) assurant una protection 
croisee. 



De maniere remarquable. la vaccin polynucleocidique a un 
effet de rappal puissant sa traduisant par una amplification da 
la reponsa immunitaire et 1' instauration d'une immunice da 
longue duree. 

De maniere generale. les vaccins da prime-vaccination 
pourronc etra choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupras das differants produccaurs de vaccins vaterinaires . 

L- invention a aussi pour objat un kic -da vaccination 
regroupant un vaccin da primo-vaccination tel qua decrit ci- 
dessus at una formula da vaccin salon 1' invention pour le 
rappel. Ella a aussi trait a una formula da vaccin salon 
1' invention accompagnee d'una notice indiquant l'usaga de cetta 
formule comma rappel d'une primo-vaccination telle qua decrita 
ci-avanc. 

La presence invention a egalement pour objec une mechode 
de vaccination des chats, comprenant 1 • administration d'una 
formula de vaccin efficaca cella que decrit olus haut. Caeca 
methods de vaccination comprend 1 ' administration d'une ou de 
Plusieurs doses de formula da vaccin. ces doses ' pouvant acre 
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adminiscrees successivemenc dans un court: Laps de temps ec/ou 
successivemenc a des momencs eloignes 1 - un de I'autre. 

Les eormules de vaccin selon 1' invention pourront etre 
admmis trees, dans le cadre de cette methode de vaccination, 
par les differences voies d< adminiscration proposees dans l'art 
anterieur pour la vaccination polynucleotidique et au moyen des 
techniques d' adminiscration connues. 

L ' invention a encore pour objet la methode de vaccination 
consistant a faire une primo-vaccination telle que decrite ci- 
dessus et un rappel avec une formula de vaccin selon 
1 ' invention. 

Dans une forme de mise en oeuvre preferee du procede selon 
I' invencion, on adminiscre dans un premier temps, a 1* animal, 
une dose efficace du vaccin de type classique, notammerit 
inactive, vivant. attenue ou recombinant, ou encore un vaccin 
de sous -unite de facon a assurer une primo-vaccination, et, 
apres un delai de preference de 2 a 6 semaines, on assure 
1' administration du vaccin polyvalent ou monovalent selon 
1' invention. 

L'efficacite de la presentation des antigenes au systeme 
immunitaire varie en fonction des tissus. En particulier , les 
muqueuses de I ' arbre respiratoira servent de barriere a 
.1' entree des pathogenes et sont associees a des tissus 
lymphoides qui supportent une immunite locale. L * administration 
d'un vaccin par concacc avec les muqueuses, en particulier 
muqueuses buccale, pharyngee et region bronchique presence un 
interet certain pour la vaccination contraries pathologies 
respiratoires.ee digestives. 

En consequence, les voies coadministration mucosales font 
partie d'un mode ©V administration prefere pour 1' invention, 
utilisant notamment la nebulisation ou spray ou l'eau de 
boisson. Les formules de vaccin et methodes de vaccination 
selon 1' invention pourront etre appliquees dans ce cadre. 

L' invention concarr.e aussi La methode de preparation des 
formuLes de vaccin, a savoir La preparation des valences ec 
Leurs melanges, CelLe cu'eLle ressort de cette description. 

L ' invention va etre maincenant decrice pLus en decaila a 
L'aLde de modes de realisation de L 1 invention pris en reference 
aux desslns annexes. 
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Piasmide pAB041 



Liste des sequences SEQ ID N° 



20 SEQ ID 
SEQ ID 
SEQ IO 
SEQ 10 
SEQ ID 

25 SEQ ID 
SEQ ID 
SEQ ID 
SEQ ID 
SEQ ID 

30 SEQ ID 
SEQ I0 
SEQ ID 



N° 1 
N° 2 
N° 3 
N° 4 
N° 5 
N° 6 
N° 7 
N° 8 
N° 9 
N° 10 
N° 11 
N° 12 
N° 13 



Oligonucleotide PB247 
Oligonucleotide P8249 
Oligonucleotide PB281 
Oligonucleotide PB282 
Sequence du gene env du virus FeLV-B 
Oligonucleotide PB283 
Oligonucleotide PS284 

Sequence du gene gag/pol du virus FeLV-A (Glasgow- 1) 

Oligonucleotide AB021 

Oligonucleotide AB024 

Oligonucleotide AB103 

Oligonucleotide AB1 1 2 

Oligonucleotide AB1 13 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03660 PCT/FR97/01315 



S£Q ID N° 14 
SEQ IDN° 15 
S5Q 10 N° 16 
SEQ ID N° 17 
5 SEQ ID N° 18 
SEQ ID N° 19 
SEQ ID N° 20 
SEQ ID N° 21 
SEQ ID N° 22 
10 SEQ ID N° 23 
SEQ ID N° 24 
SEQ ID N° 25 
SEQ ID N° 26 
SEQ ID N° 27 
15 SEQ ID N° 28 ; 
SEQ ID N° 29 ; 
SEQ ID N° 30 : 



S 

Oligonucleotide A8104 
Oligonucleotide AB101 
Oligonucleotide A8102 
Oligonucleotide A8106 
Oligonucleotide AB107 
Oligonucleotide A8061 
Oligonucleotide A8064 
Oligonucleotide AB065 
Oligonucleotide A8066 
Oligonucleotide A8025 
Oligonucleotide A8026 
Oligonucleotide AB067 
Oligonucleotide AB070 
Oligonucleotide AB1 54 
Oligonucleotide AS155 
Oligonucleotide AB01 1 
Oligonucleotide AB012 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03660 



PCT/FR97/01315 



EXEMPLES 



Exempie 1 : Culture des virus 

Las virus sont cu.tives sur .e systeme cel.u.aire approprie iusqu'* obtention d'un 
5 effet cytopathique. Les systemes ceilulaires a utiiiser pour cheque virus sent 
b.en connus de I'nomme du metier. Brievement. des cei.ules sensiblas au virus 
ufhse. cultivees en milieu minimum essentie, de Eagle (milieu "MEM) ou un 
autre m.lieu approprie. sont inocu.ees avec .a souche vira.e etudiee en uti.isant 
une multiplier defection de 1. Les cellules infectees sont alors incubees a 
0 37o C pendant le temps necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique 
complet (en moyenne 36 heures). 



Exempie 2 : Extraction des ADNs genomiquea viraux: 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoltees et la totalite de 
15 la suspension virale est centrifugee a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C 
pour aiiminer les debris ceilulaires. Les particules virales sont a.ors recoltees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le culot est repris 
dans un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cetta 
suspension virale concentree est traitee par la proteinase K (100 j/g/ml final) en 

20 presence de sodium dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 
37°C. L'ADN viral est ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme. 
puis precipita avec 2 volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20«C, I'ADN 
est centrifuge a .10000 g pendant 15 minutes a + 4«C. La culot d'ADN est 
seche\ puis repris dans un volume minimum d'eau ultrapure stenle. II peut alors 

2S etre dige>e par des enzymes da restriction. 

Exempie 3 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont eta purifies seion les techniques bien connues de I'homme 
du metier. L'ARN viral genomique de chaqua virus a eta ensuite isole en 
30 utilisant la technique detraction "thiocyanata de guanidium/phenol- 
chloro forme" decrite par P. Chomezynski et N. Sacchi (Anal. Siochem. 1937. 
162. 156-159). 
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Exempie 4 : Techniques de biologie molecuiair 

routes !es constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook era/. 
[Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2«* Edition. Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de 
restriction utilises pour la pnSsente invention ont ete isol<&s en utilisant le kit 
"Geneclean" (8(0101 Inc. La Jolla, CA>. 

Exempie 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides spdcifiques (comportant a leurs extremes 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont *t* synthases 
de telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes 
devant etre amplifie*s (voir exempfea spScifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) at ('amplification en chafne- par polymerase (PCR) ont ete 

1 5 effectu<§es selon les techniques standards (Sambrook J. et at. 1 989). Chaque 
reaction de RT-PCR a 6t* faite avec un couple d'amplimers specifiques et en 
prenant comme matrice I'ARN g^ncmique viral extrait. L'ADN complSmentaire 
amplifie* a dtd extrait au phinol/chloroforme/alcoolisoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digeVe* par les enzymes de restriction. 



20 



25 



Exempie 6 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure NM|a at* obtenu aupres de Vical Inc. San 
Oiego, CA, USA. Sa construction a 6ta dicrite dans J. Hartikka at at. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 



Exempie 7 : Construction du plasmide pPB179 (gene env virus FelV-A) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a 6t6 realised avec 
I'ARN gdnomique du virus de la leucemie feline (FeLV-A) (Souche Glasgow-1) 
(M, Stewart et at. J. Virol. 1 988. 58. 825-834), prdpar* selon la technique de 
30 I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
P8247 (29 mer) (SEQ 10 N° 1) 
5'TTTGTCGACCATGGAAAGTCCAACGCACC 3' 
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P8249 (28 mer| (SEQ ID N° 2) 
5TTTGGATCCTCATQGTCGGTCCGQATCG 3' 

pour amplifier un fragment de 1947 p b comenanr g , na ^ 

glycoprotein Env du virus FeLV-A (souche Glasgow-1) sous , a forme d - un 

-gment Sa.l-BamH,. Apres purification. ,. produit de RT . PCR , M 

Sa/\ et SamHt pour donner un fragment Sall-SamHI de 1935 pb 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteurpVR1012 (exemple 6). prea.ab.ement 

dlg.r* avec San et BamHU pour donner .e p.asmide P P B1 79 ( 680 4 pb) (Figure 
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Exemple 8 : Construction du plasmide pPB1 80 (gene env virus FeLV-B) 
Una reaction de RT-PCR selon .a technique de .'example 5 a ete rea.isee avec 
TARN genomique du virus da la leucemie feline (sous-type FeLV-8). prepare, 
selon la technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants- 
1 5 PB2S1 (29 mer) (SEQ 10 N 9 3) 

5'TTTGTCGACATGGAAGGTCCAACGCACCC 3' 

PB282 (32 mer) (SEQ 10 N° 4) 77 



5'TTGGATCCTCATGGTCGGTCCGGATCATATTG 3' 



Pour amplifier un fragment de 2005 pb contenant le gene codant pour la 
20 glycoproteins Env du virus FeLV-8 (Figure N° 3 et SEQ ID N* 5) sous la forme 
d'un fragment Sall-SamHI. Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere 
par Sa/\ et BamHl pour donner un fragment Sall-BamHI da 1995 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vectaur pVR 1 01 2 (exemple 6). prealablement 
d.ger* avec San et BamHi, pour donner le plasmide pPB180 (6863 pb) (Figure 
25 N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB181 (gene FeLV gag/pol) 
Una reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de Ja leucemie feline (sous-type FeLV-A) (Souche 
30 Glasgow- 1). prepare" selon la technique de I'exemple 3. et avec les 
oligonucleotides suivants: 
PB283 (33 mer) (SEQ 10 N° 6) 
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5'77G7CGACA7G7C7GGAGCC7C7AG7GGGACAG 3' 
P5284 (40 mer) (SEG ID N° 7} 

5'77GGA7CC77A777AA77AC7GCAG77CCAAGGAAC7C7C 3' 
pour amplifier un fragment de 3049 pb conrenant la sequence codant pcur la 
5 proteine Gag et la partie 5' de la sequence codant pour la proteine Pol du virus 
FeLV-A (souche Glasgow-!) (Figure N° 5 et SEQ ID N° S] sous la forme d'un 
fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de R7-PCR a ete digere par 
Sail et BamH\ pour donner un fragment Sall-SamHI de 3039 pb. 
Ce fragment a ete ligature avecle vecteur pVR 1 01 2 (exemple 6). prealablement 
1 0 digere avec Sal\ et BamH\. pour donner le plasmide pPB1 81 (7908 pb) (Figure 
N° 6). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pA8009 (gene FPV VP2) 
Une reaction de PCR a ere realisee avec I'ADN genomique du virus de la 
15 panfeucopenie feline (Souche 193) (J. Martyn era/. J. Gen. Virol. 1990. 71. 
2747*2753), prepare selon la technique de l'exempie 2. et avec les 
oligonucleotides suivants: 
AB021 (34 mer) (SEQ ID N° 9) 

5'7GC7CTAGAGCAA7GAGTGATGGAGCAGTTCAAC 3' 
20 AB024 (33 mer) (SEQ ID N° 10) 

5'CGCGGATCCATTAA7A7AA7T77C7AGGTGC7A 3' 

pour amplifier un fragment de 1776 pb contenant le gene codant pour la 
proteine de capside VP2 du FPV. Apres purification, le produit de PCR a ete 
digere par Xba\ et BamH\ pour donner un fragment Xbal-BamHl de 1764 pb. 
25 Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR 1012 (exemple 6), prealablement 
digere avec Xba\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB009 (6664 pb) (Figure 
N° 7). 

Exemple 1 1 : Construction du plasmide pA8053 (gene FiPV S*) 
30 Une reaction de R7-PCR selon la technique de l'exempie 5 a ete realisee avec 
TARN genomique du virus de la peritonite infectieuse feline (PiF) (Souche 79- 
1 146) (R. de Groot et af. J. Gen. Virol. 1987. 68. 2629-2646). prepare selon 
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la technique de I'exemple 3, et avec las nii„«„ , - 

h ^» ei dvec les oligonucleotides suivants- 

A8103 (38 mer) (SEQ 10 N° 11) 

5'ATAAGAATGCGGCCGCATGATTGTGCTCGTAACTTGCC 3' 
A8112 (25 mer) (SEQ ID N° 12) 

5 5 'CGTAC A TGTGG A ATTCCACTGGTTG 3' 

pour amplifier .a sequence de la partie 5' du gene codant pour la glycoproteine 
S du virus sous ,a forme d'un fragment Not.-EcoRI. Apres purification. prodljit 
de HT-PCR de 492 pb a ere digere par Atar, e t £„R. pour liberer un fragme, 
Notl-EcoRI de 467 pb (fragment A). 
1 0 Le plasmide pJCA089 (Demands de brevet PCT/FR95/01 1 28) a eta digere par 
Scom et Spel pour liberer un fragment de 3373 pb contenant la partie centrale 
du gene codant pour la glycoproteine S modifiee du virus de la PIF (fragment 
8) . 

Une reaction de RT-PCR selon (a technique de i'exemple 5 a ete realisee avec 
15 I'ARN genomique du virus de la PIF (Souche 79-1146). prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
A81 13 (25 mer) (SEQ ID N° 13) 
5'AGAGTTGCAACTAGTTCTGATTTTG 3' 
AB104. (37 mer) (SEQ ID N° 14) 

20 S'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGTGGACATGCACTTTTTC 3' 

Pour amplifier la sequence de la partie 3' du gene codant pour la glycoprotein 
S du virus de la PIF sous la forme d'un fragment Spel-Notl. Apres purification, 
•a produit de RT-PCR de 543 pb a et. digere par SpeJ et Atari pour liberer un 
fragment Spel-Notl de 5 1 9 pb (fragment C). 
25 Les fragments A, B et C ont ensuite ete ligatures ensemble dans le vecteur 
P VR1 01 2 (exemple 6). prealablement digere par Atari, pour donner le plasmide 
PAB053 (9282 pb). qui contient le gene S modifie dans la bonne orientation par 
rapport au promoteur (Figure N° 8). 

30 Example 12 : Construction du plasmide pAB0S2 (gene FIPV M) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la peritonite infectieuse. feline. (PIF) (Souche 79- • 
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1146) (H. Vennema et aL Virology. 1 991 . 181 . 327-335), prepare selon la 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB101 (37 mer) (SEQ ID N° 15) 

5'ACGCGTCGACCCACCATGAAGTACATTTTGCTAATAC 3' 
5 AB102 (36 mer) (SEQ ID N° 16) 

5 'CGCGGATCCTTAC A CCATATGTAATAATTTTTC A TG 3' 
en vue d'isoler precisement la gene codant pour la glycoproteins M du virus de 
fa PIF sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de 
RT-PCR de 81 2 pb a ete digere par Sail et BamHI pour libber un fragment Sail- 
1 0 BamHI de 799 pb. Ce fragment a ensuite ete ligature dans le vecteur pVR1 01 2 
(exemple 6), prealabiement digere par SaA et BamHI pour donner le plasmide 
PAB052 (5668 pb) (Figure N° 9). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pABOSS (gene FIPV N) 
1 5 Une reaction de RT-PCR selon fa technique de I'exemple 5 a et<£ realisee avec 
I'ARN genomique du virus de la pentonite infectieuse feline (PIF) (Souche 79- 
1146) (H. Vennema eta/. Virology. 1991. 181. 327-335)/ prepare selon ia 
technique de I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB106 (35 mer) (SEQ ID N° 17) 

20 5'ACGCGTCGACGCCATGGCCACACAGGGACAACGCG 3' 
AB107 (36 mer) (SEQ ID N° 18) 

5'CGCGGATCCTTAGTTCGTAACCTCATCAATCATCTC 3' 
en vua d'isoler precisement le gene codant pour la proteins (SI du virus de la PIF 
sous la forme d'un fragment Sall-BamHI. Apres purification, le produit de RT- 
25 PCR do 1 1 56 pb a ete digere par San et BamHI pour Itberer un fragment SaIN 
BamHI de 1143 pb. Ce fragment a ensuite ete ligature dans le vecteur 
PVR1012 (exemple 6), prealabiement digere par 5a/l et SamHI, pour donner le 
plasmide pAB056 (601 1 pb) (Figure N° 10). 

30 Exemple 14 : Construction du plasmide pA8028 (gene FHV gB) 

Une reaction de PCR a ete realisee avec I'ADN genomique de I'herpesvirus felin 
(FHV-1) (Souche C27) (S. Spatz era/. Virology. 1993. 1-97. 1 25-36), prepare 
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selon la technique da I'exemnl* ? , 

4 « ae . exemple 2. et avec les oligonucleotides suivants- 
A8061 (36 mer) (SEQ ID N° 19) 

5-AAAACTGCAGAATCATGTCCACTCGTGGCGATCTTG 3' 
AB064 (40 mer) (SEQ ID N° 20) 

5 5'ATAAGAATGCGGCCGCTTAGACAAGATTTGTTTCAGTATC 3' 

pour arnp.ifier un fragment de 2856 pb contanant le gene codant pour 
glycoproteine gB du virus FHV-1 sous ,a forme d'un fragment Pstl-Not. Apres 
purification, le produit de PGR a eta digere par Psti et A/or. pour donner un 
fragment Pstl-Notl de 2823 pb. 
' 0 Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR 1 0 1 2 (exemple 6). prealablement 
d.gere avec Psti et Not\, pour donner le plasmide P AB028 (7720 pb) (Figure N- 



Exemple 1S : Construction du plasmide pAB029 (gene FHV gD) 
1 5 Une reaction de PGR a ete realisee avec I'AON genomique de I'herpesvirus felin 
(FHV-1) (Souche C-27) (S. Spatz eta/. J. Gen. Virol. 1994. 75. 1235-1244), 
prepare selon la technique de i'exemple 2. et avec les oligonucleotides suivants! 
AB065 (36 mer) (SEQ ID N° 21) 

S'AAAACTGCAGCCAATGATGACACGTCTACATTTTTG 3' 
20 A8066 (33 mer) (SEQ ID N° 22) 

5'GGAAGATCTTTAAGGATGGTGAGTTGTATGTAT 3* 

pour amplifier le gene codant pour la glycoproteine gD du virus FHV-1 sous la 
forme d'un fragment Pstl-Sglll. Apres purification, le produit PCR de 1 147 pb 
a ete digere par Psti at Bgfll pour isoler un fragment Pstl-Bglll de 1 1 29 pb. Ce 
25 fragment a ete ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 
digere avec Psti a\Bgl\i. pour donner le plasmide pAB029 (5982 pb) (Figure N° 
12). 

Exempl 16 : Construction du plasmide pAB010 (gene FCV C) 
30 Une reaction de RT-PCR selon la technique de I'exemple 5 a ete realisee avec 
I'ARN genomique du calicivirus felin (FCV) (Souche F9) (M. Carter et a/. 
Virology. 1 992. 190. 443-448), prepare selon la technique de l'exemple-3, et 
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avec les oligonucleotides suivants: 
A8025 (33 mer) (SEQ ID N° 23) 

5'ACGCGTCGACGCATGTGCTCAACCTGCGCTAAC 3' 
AB026 (31 mer) (SEQ IO N° 24) 

5 5'CGCGGATCCTCATAACTTAGTCATGGGACTC 3' 

pour isoler la gene codant pour ia proline de capside du virus FCV sous la 
forme d'un fragment Sal!-8amHI. Apres purification, le produit de RT-PCR de 
2042 pb a et<$ digere* par Sa/\ et BamHl pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
2029 pb. Ce fragment a M ligature* avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), 
10 prealablement digdre* avec SaVl et BamH\, pour donner le plasmide pA8010 
(6892 pb) (Figure N° 13). 

Example 17 : Construction du plasmide pAB030 (gene FiV env) 
Une reaction de RT-PCR selon fa technique de ('example 5 a ete rgalisee avec 
1 5 I'ARN g^nomique du virus de I'immunodificiance feline (FIV) (Souche Petaluma) 
(R. Olmsted et aL Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 1989. 86, 8088-8096.), prepare 
selon la technique de I'exemple 3 # et avec les oligonucleotides suivants: 
A8067 (38 mer) (SEQ ID N° 25) 

5'AAAACTGCAGAAGGAATGGCAGAAGGATTTGCAGCC 3 # 
20 AB070 {36 mer) (SEQ ID N° 26) 

5XGCGGATCCTCATTCCTCCTC 1 I i I I CAGACATGCC 3' 
pour amplifier un fragment da 2592 pb contenant la gene codant pour la 
giycoprotdine Eny du virus FIV (souche Petaluma) sous- la forme d'un fragment 
Pstl-BamHI. Apres purification, la produit -da RT-PCR a ate* dig6re par Pst\ et 
25 BamH\ pour donner un fragment Pstl-8amHI de 2575 pb. 

Ce fragment a 6t6 ligature* avec le vecteur pVR1 01 2 (example 6), prealablement 
dige>6 avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pAB030 (7436 pb) (Figure 
N° 14). 

30 Exempla 18 : Construction du plasmide pAB083 (gen FIV gag/pro) 

Une reaction de RT-PCR salon la technique de Texemp! 5 a eta* realisee avec 
TARN g^nomiquedu virus de I'immunoddficience felin (FIV) <Sou.che Petaluma) 
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«. O.-nmd ., * P,o=. „„. Acaa . Sc , USA . , 98g . 86 80as . ao9e 
s=,o„ „ ,.„„„,. 3 , „ ,„ 0 

AB154 (32 mer) (SEQ ID N° 27) 

5'ACGCGTCGACATGGGGAATQGACAGGGGCGAG 3' 
5 AB155 (33 mer) (SEQ ID N° 28) 

5TGAAGATCTTCACTCATCCCCTTCAGGAAGAGC 3' 

poor amplifier un fragment de 4635 pb contenant le gene codant pour les 
proteines Gag et Pro du virus RV (souche Peta.uma) sous la forme d'un 
fragment Sall-Bgl... Apres purification, le produit de RT-PCR a ete digere par S*/, 
1 0 et SoVII pour donner un fragment Sall-Bglll de 4622 pb. 

Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVH.101 2 (exemple 6). prealablement 
d.gere avec Sa/I et BgM. pour donner le plasmide pAB083 (7436 pb) (Figure N° 
15). 
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Example 19 : Construction du plasmide P AB041 (gene G du virus de la rage) 
Una reaction RT-PCR se.on la technique de I'exemp.e 5 a ete realisee 'avec 
I ARN genomique du virus de la rage (Souche ERA) (A. Anilionis era/. Nature. 
1 981 . 294. 275-278). prepare selon la technique de I'exemple 3. et avec les 
oligonucleotides suivants: 
20 AB01 1 (33 mer) (SEQ ID N° 29) 

5'AAAACTGCAGAGATGGTTCCTCAGGCTCTCCTG 3' 
AB01 2 (34 mer) (SEQ ID N° 30). 

5'CGCGGATCCTCACAGTCTGGTCTCACCCCCACTC 3' 
pour amplifier un fragment d 9 1589 pb contenant le gene codant pour la 
25 glycoprotein, G du virus de la rage. Apres purification, le produit de RT-PCR a 
ete digere par Psti et BamH\ pour donner un fragment Pstl-BamHI de 1 578 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVR 1 01 2 (exemple 6). prealablement 
digere avec Psti et BsmHl, pour donner le plasmide pAB041 (6437 pb) (Figure 
N° 16). 

30 

Exampl 20 : Production et purification dee plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines a la vaccination das animaux. on 
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peut utiliser toute technique permettant d'obtenir una suspension de plasmides 
purifies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de {'art. On peut citer en particulier la technique de iyse 
alcaline suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
5 de cesium en presence de bromure d'Sthidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et aL {Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1939). On peut se 
referer egaiement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WC 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a I'Schelle industrielle des 
10 plasmides utilisables pour ta vaccination. Pour ies besoins de la fabrication des 
vaccins (voir example 1 7), Ies plasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration { > 2 mg/ml) compatibles'avec 
le stockage. Pour ce faire, Ies plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

1 5 

Exempie 21 : Fabrication des vaccins associes 

Les divers plasmides necessaires a la fabrication d'un vaccin associe sont 
melanges a partir de leurs solutions concentrees (exempie 16). Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque piasrr 
20 corresponde a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit una solution. 
NACI a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

Des formulations particulieres telles que les liposomes, les tipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

25 

Example 22 : Vaccination des chats 

Les chats sont vaccines avec des doses de 10 pg, 50 pg ou 250 pg par 
plasmide. 

Les injections sont realisees a I' aiguille par voie intramuscutaire. Oans ce cas, 
30 les doses vaccinates sont administrees sous un volume de 1 mi. 

Les injections peuvent aussi etre realisees a I'aiguille par voie intradermique. 
Oans ce cas, les doses vaccinaies.sont administrees sous un volume total de 
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1 ml administre en 10 points de OJ m , ou en 20 points de 0.05 ml Les 
administrations intradermiques sont rea Iise es apres avoir rase ,a peau ( «. ne 
ihoraciqu. en genera.) ou bien au niveau d'une region an.tom.qu. re.ativement 
glabra, par exemple la face interne de la cuisse. 

On peut aussi utiliser un apparei. d'injection a iet liquid, (sans aigui,,., pour ,.. 

injections intradermiques. 
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REVENDICATXCNS 

1. Focnul. da vaccin descine au chac comprenanc au Mlni 
. valances da vaccin polynucleocidique comprenanc chacune 
un p.wnud. ^cegranc. de maniere a 1'exprimer in vivo dans les 
cellules hoces. un gene d'une valance de pachogene felin. =es 
valences acanc choisies parmi la groupa consiscanc en virus da 
la leucemie feline, virus da la panleucopenie. virus de la 
pericome. infeccieuse. virus du coryza, virus de la 
calicivirose, virus de 1 ' immunodafiicience feline ec 
evencuellemenc virus da la raga. les plasmides comprenanc. oour 
chaqua valence, un ou plusieurs des genes choisis parmi le 
groupa consiscanc en envec gag pour la laucemie feline VP 2 
pour la panleucopenie. S modifia ec M pour la oericonica 
infeccieusa, gB ec gO pour la coryza. capside pour la 
calicivirose. env ec gag/pro pour 1' immunodef icience feline ec 
G pour la raga. 

2. Formule de vaccin salon la revendicacion 1, 
caraccerisee en ce qu'il comporce lea valances panleucopenie] 
coryza ec calicivirose. 

3. Formule de vaccin salon la revendicacion 1 ou 2, 
caraccerisee en ce qu'elle comprend lea genes g8 ec gD du virus 
coryza, dans la meme plasmide ou dans das plasmides differencs. 
ou un seuL de cea genes. 

4. Formule selon la revendicacion 1. caraccerisee en ce 
qu'elle. comprend les genes env ee gag du virus de la leucemie 
feline, dans le meme plasmide ou dans des plasmides differencs, 
ou le gene env seul'. 

5. Formule de vaccin selon la revendicacion 1. 
caraccerisee en ce qu'alle comprend les deux genes env ec 
gag/pro dans das plasmidaa diffaranta ou dans le meme plasmide, 
ou un seul de cea genea. 

6. Formule de vaccin selon la revendicacion 1 ou 2, 
caraccerisee en ce qu'elle comprend le gene M ou le gene S 
modifia dans un plasmide ou 1' ensemble des genes codanc pour M 
ec S. modifie dans le- mime plasmide ou dans des plasmides 
differencs. 

7. Formula de vaccin selon 1 'una . quelconque des 
revendicacions 1 a 6. caraccerisee en ce qu'elle comprend de 10 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 98/03660 

PCT/FR97/0131S 

21 

ng a 1 mg, de preference da 100 „„ j, 
preferentiellement encore de 1 u a \ Z Plus 
8- Utilisation d un ou de D i ^ ^ Pl "" ld -- 

7 1 " ^ ^-Iconqu. des revendications l a 7 pour ^ 

fabrication d'un yaccin destine a vacciner le 3 cha// 
vaccine, au moy en d<un prefer vaccin cholsi dan^ £~ 
constant en vaccin entier vivant, vaccin encier 

4Kin ^ v«ccia recombinant. =e premier va«in 

presentant le ou les antigenes codes par le ou les plasmides 0 u 
antigenes assurant una protection croise*. 

9. Kit de vaccination pour chat regroupant une formule de 
WCClB Sel ° n L ' UaS *es revendications 1 a a £ 

vaccin pour chat choisi dans le groupe consistant en vacc£ 
entier vivant. vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite 
vccm recombinant, ce premier vaccin presentant 1< antigene 
code par le vaccin polynucleotide ou un antigene assurant 
une protection croisee. pour une administration dace dernier 
en primo-vaccination et pour un rappel avec la formule de 



vaccin. 



«v « f ^ VSCCin Sel ° n 1<Une WW des 

revendications 1 a 8, accompagnee d'une notice indict que 

cette formula est utilisable en rappel eV un premier vaccin pour 
chat choisi dans la groupe consistant en vaccin entiar vivanc, 
vaccin entier inactive. vaccin de sous-unite. vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant 1' antigene code par 
le vaccin polynucleosis ou un antigene assurant une 
protection croisae. 
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l -T-CAAGGTCCAACGCACCCAAAACCCTCTAAACATAACACTTTCTCGTCGGACCTAATCATT 



43^x«tiV*lThrTrpThrri*ThrA*nL*uV*lThroiyThrLy«Al»A«nAl»ThrS«rM«tL«u 

190 <->CAACCCTGACAGACGCCTTCCCTACCATGTATTTTGACTTATGTGATATAATAGGAAATACA 
64>GlyThrLauThrA«pAl*Ph«ProThrMatTyrPhaA«pI.auCy»A«pllaiiaaiyA«nThr 

253 TGGAACCCTTCAGATCAAGAACCATTCCCAGGGTATGGATGTGATCAGCCTATGAGGAGGTGG 
0S*TrpA*nProSarA«pGlnaiuProPhaProGlyTyr01yCy«A«painProMattArgArgTrp 

316 CGACAGAGAAAC ACACCCTTTTATGTCTCTCCAGGACATCCCAACCCCAACCAATGTGCCCGG 
106 > ArgclnArgA«nThrProPhaTyrV*lCy»Pro01yKi«Al*A«iiArgLy«ainCy«oly01y 

379 CCACAGGATGGGTTCTCCCCTGTATCGCGTTGCGAGACCACCGGGCAAACCTATTGGAGACCC 
127 ► ProGlnA«polyPhaCyiAlaValTrp01yCy«oiuThrThrGlyatuThrTyrTrpArgPro 

442 ACCTCCTCATGGGACTACATCACAGTAAAAAAAGGGGTTACTCAGGGAATATATCAATGTAGT 
148 ► Thr3«rS«rTrpA«pTyrIl«ThrV*H,y«Ly«0lyValThr01a01yXl*TyraiaCy«3«r 

505 GGAGGTGGTTGGTGTGGGCCCTGTTACGATAAAGCTGTTCACTCCTCGACAACGGGAGCTAGT. 
169>GlyOiyOlyTrpCyB01yProcy«TyrA«pLy«AlaValHi«S«rSacTarThrGlyAla3ar 

568 GAAGGGGGCCGGTGCAACCCCTTGATCTTGCAATTTACCCAAAAGGGAAGACAAACATCTTGG 
190>GluGlyoiyArgCy»A«aProl.aullat«uOlaPa«ThraiaLy»olyArgGlaThrSarTrp 

631 G ATGGACCTAAGTCATGGGGGCTACGACTATACCGTTC AGGATATGACCCTATAGCCCTGTTC 
2U» A«poiyProLy« 3 •rTrpolyLauArgi*auTyrArgs«raiyTyrA«pProIl aAla-I.au Ph» 

694 TCGGTATCCCGGCAAGTAATGACCATTACGCCGCCTCAGGCCATGGGACCAAATCTAGTCCTG 
232>3«cV*13«cArg01aV*lM«tThrtl«thr»ro»roOiaAl»M«t01y»roA«aL«uVAlL«u 

757 CCTGATCAAAAACCCCCATCCAGGCAATCTCAAATAGAGTCCCGAGTAACACCTCACCATTCC 
253 ► ProA«p<31aLy«Pro»ros«rArg01aS«r01a21«aius«rArgValThrProKi«Hi»a«c 

820 CAAGGCAACGGAGGCACCCCAGGTGTAACTCTTGTTAATGCCTCCATTGCCCCTCTACGTACC 
274>aiaoiyA«a<JlyoiyTarPeo01yVftlThrL«ttVmlA«aAlAS«rIl«Al*ProL«ttArgThr 

883 CCTGTCACCCCCGCAAGTCCCAAACGTATAGGGACCGGAAATAGGTTAATAAATTTAGTGCAA 
295* ProV«XThrProAlAS«rProLy«ArgIl«01yTar01yA«aArgL«uIl«A»al.«ttV«,loia 

946 GGGACATACCTAGCCTTAAATGCCACCGACCCCAACAAAACTAAAGACTGTTGGCTCTGCCTG 
316>GlyThrTyrL«uAl*L«uA*nAX*TnrAipPeoA«aLyiTlirtiyiA«pCy«TrpL*tiCy«L«u 

1009 GTTTCTCGACCACCTTATTACGAAGGGATTGCAATCTTAGGTAACTACAGCAACCAAACAAAC 
337 ► v*isaeArgProproTycTyr01u01yIl«Al*Il«L«uaiyA«aTyrs«eA«aainThrA«a 

l VA t CCCTCCCCATCC TGCCTATCTACTCCGCAACATAAGCTAACTATATCTGAGGTGTCAGGGCAA 
353 ► ProS«cPro3«ccy«L«uS*eThrProGlaKi«Ly«L«ttThrIl«3#rOluV*ls«e01yOla 

1135 GG ACTGTGC AT AGGG ACTGTTCCT AAG ACCC ACC AGGCTTTGTGC AAT AAG AC AC AAC AGGG A 
379 ► GlyLaucy«n« lyThrVaiProLy«ThrHl»01aAl*L*uCy«A«aLy«ThrGlnGln01y 

1 193 C AT AC AGGGGCTC ACTATCt AGCCGCCCCCAATGGCACCTATTGGGCCTG7AAC ACTGGACTC 
40C> Hl«ThrOlyAl*Ki«TyrL«uAl*Al*ProAan01yThrTyrTrpAl*CyiA«nThcClyLau 





THIS PAGE BLANK (uspto) 



WO 98/03660 



PCT/FR97/01315 



4/19 



1387 TTCCGAAG AGAACCAATATCACTAACCGTTGCCCTTATAATGGGAGGACTCACTGTAGGGGGC 
463^haXrgArgCluProne3ttL«uThrYaAULtuIUMtt01yOlyL«uThtVtlGly01 y 

L ? I? * AJAGCCGCGGGGGTCGGAACAGGGACTAAAGCCCTCCTTGAAACAGCCCAGTTCAGACAACTA 
484^H«AlaAla01yV*laiyThr01yThrLy.XlAL«ttL«u01uThrAl*01a?h«ArgOlaL«tt 

1513 CAAATGGCTATGCACGCAGACATCCAGGCCCTAGAAGAGTCAATTAGTGCCTTAGAAAAATCC 
505^OlnM«CAlaM«cHi«Al*A»pIl«oiaAlal.«uOluOluS«rtl«3«rAX»L«uOlui*yBS«r 

1576 CTGACCTCCCTCTCCGAGGTAGTCTTACAAAATAGACGGGGCCTAGATATTCTGTTCTTACAA 
526^L«uThrS«rL«u3«rOluV*lV»lL«u01nA«nAtgArgOlyL«uA«pH*L«uPh«L«uaia 

1639 AAGGGAGGGCTCTGTGCCGCCTTAAAGGAAGAATGCTGCTTCTATGCAGATCACACCGGACTC 
547^Ly«0Xyoiyr.«uCy«Al*Al*L«m,y.0lu01uCy«Cy«Ph«TyrAl*A«pHi»ThrOlyL«tt 

1702 GTCAGAGACAATATGGCTAAATTAAGAGAAAGACTGAAACAGCGACAACAACTGTTTGACTCC 
568^VAlArgA«pA*nM«tAX»l,y«t l «ttArg<aiuAraL«ttLyi01iiArg01aaiaL«uPh«A«pa#r 

L Zf L ^^^ A G^^ AT GGTTTGAAGGATGGTTCAACAAGTCCCCCTGGTTTACAACCCTAATTTCCTCC 
589>oiaainaiyTrpPh«oiu01yTrp»h«A«nl,y«»*rProTrp»h«TarTarL«mi«a«ra«r 

IS28 ATTATAGGCCCCTTACTAATCCTACTCCTAATTCTCCTCTTCGGCCCATGCATCCTTAACCGA 
610 > Il«Il«<31yProL«u£,«ttIl*L#m,«ut»«ttIl«I ( «ttIi*ttPh«01yProCy«Xl«l,«uA«aArg 

1391 TTAGTGCAATTCGTAAAAGACAGAATATCTGTGGTACAACTCCTTAATTTTAACCCAACAGTAC 
631H;«ttValGlaPh«V*lLy«A«pArgZl«I«rValv*101aAlaL«ttIl*L«uTar01aaiaTyr 

19 S 4 CAACAG ATAC AGCAATATGATCCGGACCGACCATGA 
652^oiaOlaIla01aaiaTyrA«p»roA«pArgFro«« • 
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i M » I CG I GG S"? GTCCG " CCTACCCCCTCCC ^CCTCCCACACCCCTCCCTWACCTCTTTCG 
169»s-rTrpV.lArff»roPh«t.u»ro»»o»roLy.»ro»roThrProL«u»ro01n>roLiuS,r 

2 52>ll.Al*s.rArgL«uArgoiuArgArgaittA.aProAl^^ 

274FArgoXuoayProA«nA.nArgFroOi a TyrTrpProPh«3«rAl*a«rA«pL*ttTyrA.iiTrp 
2«»Lyi8ttHiiAM»M?ro»h««« S OinAiplsflVtXAUt«ttthrAiBL«xl.oittl«XU 

Ji6^L.uv*lThrHi.ainProThrTrpA«pA«pcy.GXa01aL«uL«u01aAl*^uL* tt TnrOly 

l ??7 ► 5^ G ^ A ^ GGGAAAGGG ~ GG ^ GT TGAGGCCCGAAAGCAGGTTCCAGGCGAGGACGGACGGCCA 
J37^GiuciuAraainArgV*lLauL«tt01uAXaAffgLy.olaValProaiyoiuA.p01yArgPro 

1 > ^S c 2f ACTACCC ^ TGTCA " GACGAGACT ^ c cccTTGAccccrrcccAA^ 

«0»ThrGlflL«uProA«nV*lii«A«pOlttthr»h«»roL«ttThrArgPr0A«nTrpA«p»h«Ala 

1 HI b AGGCCGGCAGGTAGGG AGCACCTACCCCT TTATCGCCAOTTGCTATTAGCGGGTCTCCGCGGG 
379PThrProAlaOIyAeg luHi • L«uArgL«uTy C ArgGlaL«uL«uL*uAla lyL«uArgO!y 
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1324 CACCCACCCCAAGCCCCTAGTGTTATCCTATCCTTTATATACCAGTCTACCCCAGATATAAGA 
442>A*pPro01yGlnXUAl4S«rVtllUl.«u3«rPh«HalytOlnStcS«tProAipIltArg 

L 3 37 AAT AAGTT AC AAAGGCTAGAAGGCCTAC AAGGGTTC ACCCTATCTGATCTGCTAAAAGAGGC A 
463 ► AgnL/iL«uGUArgL«uGluaiyL«uGlnGly91i«ThzL«uStrAtpL«uIi«uLyiQluAla, 

U 50 G AAAAG AT AT AC AAC AAAAGGGAG ACCCCAGAGGAAAGGGAAGAAAGATTATGGC AGCG AC AG 
484 ► GluLyallaTyrAinLyiArgGluThtProGluOluArgOiuOluAtgUuTtpOlnAcgcln 

1513 G AAG AAAG AGAT AAAAAGCGCCAC AAGGAGATG ACTAAAGTTCTGGCC ACAGTAGTTGCTC AG 
505 ► GluGluXcgA«pLy«Ly« ArgHi«Ly«<31uM«CThrLy ■V*lL«uAl*ThrV*lVAlAl*<31rx 

1576 AAT AGAGATAAGGATAGAGAAGAAAGTAAACTGGGGGATCAAAGGAAAATACCTCTCGGGAAA 
526> A»RArgA«pLy«A«pArgolu01uS«rl.y«L«u01yA«p01nArgX.y«Xl«ProL«uOlyLy» 

1639 G ACC AGTGTGCCT ATTGC AAGG AAAAGGCCCATTGGGTTCGCGATTGCCCCAAACG ACCCAGG 
547 ► A»painCy«AlATyrCy«Ly«GlttLy«01yHi«TrpValArgA*pCy«ProLy«ArgProArg 

1702 AAGAAACCCGCCAACTCCACTCTCCTCAACTTAGGAGATTAGGAGAGTCAGGGCCAGGACCCC 
568* LytL/sProAL*Ain3«rThrL«uL«uAinLtuGlyA«p« • • 

!>01uXl«ArgArgV«lArgAl&Arg?hrPc 

1765 CCCCCCTGAGCCCAGGATAACCTTAAAAATAGGGGGGCAACCGGTGACTTTTCTGGTGGAC 

10 ► o Pro Proolu Pro Argil •ThrL«uriy«Xl«aiyOly01nProv»lThrPh«L«uValA»pTh 
1828 GGGAGCCCAGCACTCAGTACTGACTCGACCAGATGGACCTCTCAGTGACCGCACAGCCCTGGT 

31 ► rClyAla01nHi«s«rValL«uThrArgProAsp01yProL«ufl«rAspArgTlirAl&I**uVa 
1891 GCAAGGAGCCACGGGAAGCAAAAACTACCGGTGGACCACCGACAGGAGGGTACAACTGGCAAC 

52 ► !GlnGlyAlaTlirGlyS«rLy«A»nTyrArgTrp?hrfhrA«pArgArgVAiaiaL«ttAlaTti 
1954 CGGTAAGGTGACTC ATTCTTTTTT ATATGTACCTGAATGTCCCTACCCGTTATT AGGGAG AGA 

73 ► rClyLy«ValThrHi«SarPh«L«uTyrValProaiuCy«ProtyrProL«uL«ttGlyArgA« 
2017 CCTATTAACTAAACTTAAGGCCCAAATCCATTTTACCGGAGAAGGGGCTAATGTTGTTGGGCC 

94 ► pL«ut*«uThrLy«L«uLy«Al*OlaH«Kl«Ph«Thr01yOlu01yAl*A«nV*lV*10lyPr 
2080 CAGGGGTTTACCCCTACAAGTCCTTACTTTACAATTAGAAGAGGAGTATCGGCTATTTGAGCC 
115* oArgClyLauProLauGlnValLauThrLauGlnLauGluGluGluTyrArgLauPhaGluPr 
2143 AGi^AGTACACAAAAACAGGAGATGGACACTTGGCTTAAAAACTTTCCCCAGGCGTGCGCAGA 

136> oGUS«cThcGlnLysGlnGluMiCAipTtarTcpO«uLytA*n9h«?eoGlAAl&TrpAUGl 
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2206 AACAGGAGGTATGGGAATGGCTCATTGTCAAGCCCCC'3TTCTCATTCAAC*rTAAGGCTACTGC 
L57^ThrOLyGLyMatClyM«AXaHi.CyCl„AUPcoValL.uIUOlnfuLy.AUThcM 

2269 CACTCCAATCTCCATCCGACAGTATCCTATGCCCCATGAAGCGTACCAGGGAATTAAGCCTCA 
178^aThrProIlaSarIlaArgOltiTyrProM ttC ProHi«CluAl*Tyr01n01yIl«Ly«ProHi 

2332 TATAAGAAGAATGCTAGATCAAGGCATCCTCAAGCCCTGCCAGTCCCCATGGAATACACCCTT 
i99^«ri«AcgArgM<icL«uA*pai n oiyii.LauLy.ProCy.01iiS«rProTcpA.aThrProL« 

2 395 ATTACCTGTTAAGAAGCCAGGGACCGAGGATTACAGACCAGTGCAGGACTTAAGAGAAGTAAA 

220^uLauProValLyiLy«ProOlyThrOluA«pTyrAEgProVaiaiaA«pLauArgOXuValAa 
2458 CAAAAGAGTAGAAGACATCCATCCTACTGTGCCAAATCCATATAACCTCCTTAGCACCCTCCC 

241>nLy»ArgValoiuA«pIlaKi«ProThrValProA«aProTyrA«al*«m.«tt3«rThrli«uPr 
2521 GCCGTCTCACCCTTGGTACACTGTCCTAGATTTAAAGGACGCTTTTTTCTGCCTGCGACTACA ' 

262 ► o*roSarHi*PEoTrpTyrTarVaXLauAapLauLy«AapAXaPaaPhaCyaLauArgI.auHi 
2584 CTCTGAGAGTCAGTTACTTTTTGCATTTGAATGGAGAGATCCAGAAATAGGACTGTCAGGGCA 

283> • S«rOXuSaraiaLaul.auPaaAXaPaaaXuTrpAsgA«pProOX\iXlaQXyl.auSarOXyaX 
2 647 ACTAACCTGGACACGCCTTCCTCAGGGGTTCAAGAATAGCCCCACCCTATTTGATGAGGCCCT 

304>nx.«ttThrTrpThrArgL«uProolaOXyPh«Ly«A»nS«E»roThrI.auPh«A«paiuAlali« 
2 7 10 GCACTC AG ACCTGGCCGATTTCAGGGTAAGGTACCCGGCTCTAGTCCTCCTAC AATATGTAG A 

12S>uHiaSarA»pL«uAXaAapPa«ArgVaXArgTyrProAXaLattVaX&auLauOXaTyrValA« 
2773 TGACCTCTTGCTGGCTGCGGCAACCAGGACTGAATGCCTGGAAGGGACTAAGGCACTCCTTGA 

346^pA«pL«uI < «ttL«iiAXAAlaAlaThrArgThEOlttCy«L«u01ttaXyThEl.y«AlaIi«ttLattai 
2336 G ACTTTGGGCAATAAGGGGTACCG AGCCTCTGGAAAGAAGGCCCAAATTTGCCTGCAAGAAGT 

367^uThrLauOXyA«aLyaOXyTyrArgAXaS«EOXyLy«Ly«AXaOXBlXaCy«L«uOXnOXuVa 
2399 CACATACCTGGGGTACTCTTTAAAAGATGGCCAAAGG7GGCTTACCAAAGCTCGGAAAGAAGC 

388> lThrTyrLauOlyTyrSaELauLyiAapOXyoXaArgTEpLauThrLyaAiaArgtiyaaXuAX 
2962 CATCCTATCCATCCCTGTGCCTAAAAACCCACGACAAGTGAGAGAGTTCCTTGGAACTGCAG 

409 ► aIl«L«uaarIlaProVaXProLy«A»nProArgOXaVaXAcg01uPhaLauOXyThEAXa 

*N * S ( ^ .|v~ ) 
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